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SUMMARY 
Thif thesis i s n t h  three major sections. The first section (chapter 1) k a Ets- 
ratwe re6ew explaining the bac@owd of 6"e &a&, In the second sedicsn 
(chapter 2) the ankid model, laborato~ te-chiq~es aad meawments llsed 
are described. The third section (chapten 3 and 4) contains a deswiptioa af 
the acdval experiments underlying tZlks thesis. 
In an appendix basekine values of &o acid, mania, urea, and lactate le- 
vels are given. 
In chapter 1 a brief review is given of the Literatwe wnmmiag the Yea* ra- 
ie that ammonia g a  plays in the postulated pathogeaesis oE BhiepaGc encepWo- 
pathy. Ammania production and therapies decreasing splemiauic xmmonia lewk 
have always been associated with bacterial me&&, Non-bacterial glur&miae 
dependent intestinal ammonia production is reviewed. The lgut is viewed as a,n 
organ of digestion and absoyptioa, but also as an importmt: regulator in pro- 
tein metabolism. Interorgan adationships between gut and other tissues (liver, 
kidney, peripheral muscle) me discwed. The differences in toxicity and am- 
monia rendering potential of various proteins in liver Znsadancy we hi 
~ted. Baaerid md non-bacterial modes of action of naocqcin and Iactdase in 
the therapy of hepatic enwphalopathy we &cussed. 
In chapter 2 the use of the pig as an appropriate arnimd modal bemuse of its 
gasgo-btlestkd similarity to man is expli4ned. A technique developed in ow 
laboratory to d o w  ~11lle~tPahed repeated blood s m p k g  of portal md arterial 
Mood and selectively af small and large bowel veins is described. Electroma- 
netic flow measurements are used as a means to follow the dynamics ol meta- 
b o b .  For the determination of amino acids we used h addition to a mnven- 
tional amino acid mdpr  &EC&) a fully automated determination of 6 o  a- 
d& by a h@ performance Bquid chromatography. The determination of plas- 
ma and whole b h d  ammonia is evaluated in chapter 2.4. 
En chaptar 3.1. hvestigatiom of the tale of protein in heredatg ;LTh- 
ration we d e b h d  In the hierarchy of laxicity d protein during Ever hsuJX- 
ciency blod k known to give rise to the highest lamb ss compared 
to b~bog@;nous  mounts of vegetable, dairyy and meat protein. The impoatan- 
ce af t& obsemtion resides in the fact that hepatic aawphdopalthy often oc- 
curs &er in.tesW bleeding. Tharebre we studed anrmlmih urea, and m h o  
acid IcveIs repeatedly after blood me& h healthy piglets sad mmprrse$ these 
to normal pigme&. In a m n d  series of experiments the m e  proadwe was 
perfarmed &er ingation of an koaitrogenous mwot of bovioe whale Mad, 
plmma, eqthrcvcgrtq and pigfood. Ele-c&om~etic flswmeasuremenba amabl~d 
w to calculate net prducejon or utilization across the bowel. After a blood 
meal portal ammonia release lwas increased twofold Increased glutaanine uU- 
ation as hyphlesiued previody could not be detected. Iwleucine lewh de- 
a d  Ea 25% of fasting levels. Adysii d 'Eillaad eomkituents revealed a 
complete Slack d isaleucine in the hmodoEtm m o l d .  Net t o t d  m a - d o i - n i -  
trogiem abria~pGon w a ~  doubled after a blood md.. Taume h$ings lead ms to 
h ~ b s h  W due ta mmpletie Uack of kalewhe in hcmodobk ingestion of 
blood into the gut presenb the or with protein of Pow biological d u e ,  
lea&@ to dmeirsed pokein s p t h e l  aad to net prokin degradation, which in 
turn may result in h u e d  ammonia and urea production. 
To shed Euder Egkit on thk hypothesis the experiments d~~~ in chapter 
3.2 were performed. hgesGon of erythaocytes was compared with isonitroge- 
now morn& of boleuche emiched ea)rthrcqtes. Intestinal but &o fiver meta- 
h h m  of amino acih, ammonia, lactate, and urea were calculated. The emrich- 
meat of erytlzromw with an excess of isoleucinc dimimiifihed amnmomiageeesis 
md wewenwk, but not si@r~%cantly. Less ]ladale was mnetaboihd after the i- 
snolauckc enriched erythrocyte meal. M e r  e m i h e n t  lea glutamhe was pro- 
ducsed in the Ever. Lea a l d e  w s  mnsmrned, indicating that l a  protein con- 
stirzlents were used in glumnmgenic pathways. These data k & h  some sup- 
port for the hypothesis that the G&&Q of b / d  protein k just the comequen- 
ce of its biological vdua These experiments need to be repeated with smaller 
amloune of isoleucine bemuse we a e t e r e d  an excess of isolea&e cornpa- 
red to the daily requirements of pigs. 
In chapter 4 the hypo&le?sb that lactdose and neomyh might act on g l u t d -  
ne dependent ammonia production ie; evaluated. ahmonia, d o  acids and u- 
rea levels were measured in arterial and portal blood of catheterized piglets, 
pretreated with lactdosa or meomyeizz, before, and after ingestion of nrormal 
pifood md mmpared with control periods in the same animals. Portal and 
porta-arterial ammonia Merenms were si@wdy decreased after lactulose 
and neornych treatment. Alpha-amino-nibogen absorption decreased in both 
treatment groups compared to controls, but this decrease did not reach @pi- 
fimw. Systemic and portal glutanhe levels ils well as intestinal g l u t h e  uti- 
b t i c m  were ei@fiwtly lower in the treatment goups. C i t m h e  and gluta- 
mate Uevels and intieshd production decreased &er treawent. The decreased 
sygbdc md oomequcnaky intestinal glutmine u t h h o n  may contribute to eu 
reducdon of endogsnous ammonia formation in the gut: wd. An effect of d b i -  
&bed absoqgaa of a-amino-nitrogen can not be d e d  out. These results are 
la e m r d m m  d t h  earlier obsemtiom in viva and izz vibo iru Wistar: rats. 
In appen?sdix 1 d n o  acid, ladate, urea, and onia corncentrationas showed 
no i i m t  differences during prolonged fmtiq. Therefore ithe effects. mea- 
sured h chapters 3 md 4 be eonsidered to "tre the result of treatment. 
In appendix 2 djfferences batween plasma and whole blood free tunha addl le- 
vels i the pig model we. dmdbed and adaeed to differences in the polarity 
alF the amino ad&. The preference of plasmnit amLirmo aad levels in metabolic 
studies, not dealing d t h  difF~iMlrt dhaibution proMemna, is discussed. 
SAMENVATTING 
Dit proefschrift is opgebouwd uit drie delen. Het eerste gdaelte (hoofdstuk 2) 
geeft een overricht vaa de lileratiuw 8ichtergond voor de proeven. In het 
weede gedeelte (hcpoE&rPuk 2) worden het proefdimmodel, da IaberilaoretaSum 
technieken en maekuethcrden beschreven. Net derde deel (hioofclst~en 3 en 
4) bevat een beschrijving van de eigedijkie studies &e ten g o n M ~  b e n  aan 
dit proefschrift. In twee appen&m worden uitgangswaarden van 
aimmoniak, ure- en lactaat weergegeven. 
In hoofdstuk 1 wordt een korte samenvathg gegeven mrt de iiteratuur met be- 
trekking tot de nog ste& belangrijke rol &e timnod& wordt toebedeeld in 
hypothesen die het ontstaan van hepatische enmphaiopathìe trachten te verkla- 
ren. .4mmo&k proddctie is altijd in verband gebracht met bacttleriele mecha- 
nismen, en therapieen &e systerische onli&pie;p2eh doen ddan hlebban 
zich bijgevolg steeds gmnceizrtrmrd op deze m a c h b e n .  In &t hoofdstuk 
wordt ook de eiet-ba@teri81e, giutambe af%an2relijka, intestinale ammoniak pro- 
duktie besproken. De d m  wordt belicht als een orgaan war vertering en ah- 
sorptie plaatsvinden, maar ook als een belangrijke regulator vm eiwit m e t a b  
h e .  Metabole relaties tussen de d m  enerzijds, en lever, nier en spieweef- 
sd  anderzijds worden verklaard. De tolerantie WOOP verschillende eiwitten en de 
mate waarin deze eiwitten bijdragen tot ammoniak vorming worden belicht in 
relatie tot de ernst m de Ieverimufñdentie. Potentiële babedBle en niet-bac- 
teriiiS3le arerkingswijzn v m  neomyciPlesuEaat en Iactdose, als therapau~m bij 
hepatische exmephalopatbie, worden besproken. 
In hoofdSIhik 2 wordt beschreven dat het jonge varken wordt gekozen als 
proefdier omdat mime overeenkomst in morfologie en fysiologEe bestaat met de 
tractus digestiw van de mem. Een h om Laboraton21im ontwikkelde techniek 
voor het stressvrij afnemen vaa portaal, arterieei, en selectief veneus dm- en 
â i k d m  bloed wordt bedmeven. Elactro etiJ&e ilovmetingcai werden p- 
bruikt om de d p d e k  vm het metabolisme te volgen, Voor de mdyse v a  
&omen werd w t  de wnventionele amiaoniwmdpator (W) een vol- 
ledig geautornaitisieerde WW-techniek, gebaseerd op de ophthaldialdahyde 
(OPA) derimtkerkqp re&tie gebhkt. De bepaling van phma en volbloed 
twmuoniiailr wordt ia hoof1sihik 2.4 belicht. 
In hoofdstuk 3.1. werd de rol van eiwit Ini verhoogde onjak vorming on- 
d e d t .  Het blijkt clat bij Ieve~~-PienGie:  uit bla er ammoniak wij- 
komt b uit isanitrogene hwmllbieden ppleunfaludig, zuivel, of dierlijk eiwit. 
Het bhmg van deze obsenvatie is gelege dat hepatische enmphdo- 
pathie dikwijk voorafgegaan wordt door oedingen. Daarom warden 
ammoniak, ureum en tminoniur spiegeEr, gdwende edele wen na blaadmaall- 
tijden bestudeerd bij jonge, gemnde vwkem. Deze waarden werden vergeleken 
met die verkregen na cohiswnptie van gelijke hoeveelheden stikstof bevattende 
normale varkemaaltijden. In men meede serie experimenten werden dezelfde 
m maaltijlden ktrestmde uit iso~&roy-,ene hoeveebeden ep3p- 
volMoed. en varke~~~voer. Elc&cam&petische flo-e-en 
van netto praduktie of vchtzrlk over de darmn mgeiijk. Na 
nd. ka leuhe  spiegek daalden tot 25% van de waardien na vastem, 
vm bloedp+od&teri brarvht een geheel ontbreken van Icoleuche ia het 
obiinie an0lem.d aani het b&t. Netto toraial a-anriiPnss&tof aitbsarptie was 
w-voudiigd na een, bllaedmadtijld. Deze bevináingen leidden tot de hypothe- 
sic clat tiewevolge vau ieompleet &e+ Zijn van isoleucirme h hemoglobine, op- 
iedl in de tractw diQ;estlw het lichaam belast met eiwit: van lage 
aarde. Dit kan Ieidem tot veraninderde eiwlitsyn&esa en tot netto 
h a l  tot verhoogde ,deo&- c.q. uremproduktie. 
SJah de= hypathese verder uit te werken werden de experimenten beschreven 
ia bE&& 3.2. uitgevoerd. Het den itan elryrlbiroqten werd vergeleken md e- 
renveel s&tof bevattende hoeveelheden erythoqtea, die. vertijkt waren met 
het omtbrekende isoleuciae. Dwm en lever metabolisme van &omen, m- 
manria%, lactaat, en ureum werden berekend. De verrijhg van erythrocyten met 
een grote hoeveelhceld holeucka verminderde de maniak- en u r e w v c a w ,  
alhoewel dit effect i e t  simml: was. Er werd minder hctaat gcirnietaboliseerd 
na de met Woleuche verrijkte erythr~cyienmaaltijd. Na de vrerrijkhg werd min- 
der glutamine gproduwerd in de lever. Minder ai&e werd verbruikt, het- 
p n  mogelijk betekent dat miuder eiwit werd verbruikt ia duwneogene ;re&- 
tim. Dem data ondersteunen de Hypothese dat de toxiciteit van bloedeiwit het 
gevolg is van, de lage biologische waarde ervan. Deze experimenten moeten 
echter hehaild worden met kleinere hoevwLheden isoleuche, omdat veel meer 
holewine dan de dagelijkse behoefte van een jong varken werd gesuppleerd. 
In Hoofdsiuk vier wordt de hypothwe ge&duei-l-d dat lactuilose en neomyche- 
sulfaat bun effe middels de d u t h e  afhamkelijke 
tie. knmoni l ,  n en wewspie8ek werden gemet 
P ) O F ~ ~  trllwci vaa gcwthati-rheerde jouge varkern, die warem voorbebdeld 
met laebdosie of naomycin.esulfaiat. De waarden voor, en na opname vm rntm- 
d m d  ~~~tkiemvoer w~ridw vergeleken met coinkale: perioden k diezelfde 
proefdieren, Portde ea potta-arteriala moai&erscWen waren i ~ ~ t  la- 
g r  m ' & e b d e h g  mat Iactulase en neomycinm~aat. Mn-do-st ikstof &- 
8orptie ~&di-rde  in. beide therapiegempi-n vergdeken met controles, mam 
dik vmdd bereikte geen s igpicm~e.  Sptie&&e ien portde glutamine spie- 
@&i en Intestinde @utmine ntiíbairk: wmemt s i p i f i a t  lager ini de behandelde 
pmpn. Systemische CiCru~e en ~utEtminezuur spiegels en de intestinale pro- 
d i a e  e m  verminderden na behmdeb .  De verlaagde syìaedche en de 
& ~ & q e v o b e  verlaagde: i n t a h d e  glutamine utihatie k m e n  bij&agein tot 
m a  w h d e h g  m endogena aainnoniak produlktie h de d m m d .  Een ef- 
fect vaai vierminderde absorptie w cz-&o-s&tof kan niet worden uitgedo- 
ten. D m  resultaten zijn in omrmnstamminn met eerdere obsenades in vivo 
en im vìtm h Wktm ratten. 
In a p n h  1 wor oand dat &azuren, k 
*onc"&atiw Ad r mranderem gedurende 
h e n  de effecten gemlenten M hloofdstiskkien 3 en 4 bescliauvwd worden & het 
resultat van behandeling. 
In appendix 2 worden venchYllen tussen plasma- en voibloned- vrije- d o m u t -  
spiegels in het varkensmodel gezelateend aam wrschiikio. Pa polariteit m de a- 
 omen n. De bepaling vara pl-a &omspiegeis in metabole stuclies 
wordt vergeleken met de bepdieg, van volbloed domupspiegels. 
